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DESCRIPCION
Oligosacaridos de leche bovina
Referencia cruzada a solicitudes de patente relacionadas

La presente solicitud de patente reivindica el beneficio de prioridad a la solicitud de patente provisional de EE.UU.
N.° 61/363.432, presentada el 12 de julio de 2011.

Antecedentes de lainvencién

Hidratos de carbono en la superficie celular intestinal humana son sitios de reconocimiento importantes para la unién
de bacterias patégenas que inician la infeccién. También son los principales componentes de los oligosacarido de la
leche humana (HMO). Dependiendo del ciclo de lactacién, la leche humana contiene > 4 g/l de esta mezcla compleja
y heterogénea de oligosacaridos [1]. HMO estan compuestos por la disposicion en serie de D-glucosa, D-galactosa,
N-acetilglucosamina, L-fucosa y acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac). A pesar de este gran potencial combinatorio,
la leche humana contiene precisamente mas de 200 oligosacaridos [1]. Los HMO contienen un resto de lactosa
(GalB1-4Gilc) en su extremo reductor con unidades de lacto-N-biosa | (LNB; GalB1-3GIcNAc) o lactosamina (GalB1-
4GIcNAc) alargados de un enlace B1-3 o B1-6 al extremo de lactosilo. Una caracteristica peculiar de HMO es su
fucosilaciéon terminal mediante enlaces a1-2/3/4 y/o por sialilaciéon a2-3/6. En ausencia de actividades de fucosidasa
y sialidasa, estos restos obstruyen las estructuras de nucleo de HMO de la fermentacion microbiana. Los HMO no
son digeridos por las enzimas gastrointestinales de los lactantes y permanecen en gran medida intactos hasta que
llegan al intestino grueso, donde pueden ser usados como sustrato fermentable por las bacterias residentes. Una de
sus funciones es actuar de sustrato selectivo para estimular el crecimiento coldnico y la proliferacion de bacterias
especificas, tales como bifidobacterias [2].

Los HMO son una clase de oligosacaridos indigeribles que funcionan de prebidticos, o "componentes selectivamente
fermentados que permiten cambios especificos, tanto en la composicién y/o actividad en la microbiota
gastrointestinal que confiere beneficios al bienestar y salud del hospedador" [3]. El intestino grueso de bebés
lactantes esta continuamente expuesto a copiosas cantidades de HMO de la leche materna y se caracteriza por una
microbiota dominada por especies bifidobacterianas. La funcién de HMO es nutrir selectivamente el crecimiento de
cepas especificas de bifidobacterias que sensibilizan el desarrollo de una microbiota intestinal Unica en bebés
alimentados con leche materna [4, 5, 6].

Estudios recientes que investigan el catabolismo y la fermentaciéon de HMO por cepas individuales de bifidobacterias
transmitidas por los bebes han mostrado que Bifidobacterium longum subsp. infantis puede crecer ampliamente en
HMO como unica fuente de carbono, mientras que las especies bifidobacterianas transmitidas por los adultos
presentaron un perfil de crecimiento mas restringido [26]. No todas las bifidobacterias pueden crecer en HMO, por
ejemplo, dentro de las subespecies de B. longum relacionadas, solo cepas que pertenecen a la subesp. infantis son
capaces de crecer en HMO. Se ha mostrado la capacidad limitada de HMO para B. bifidum, mientras que B. B.
adolescentis y B. animalis subesp. lactis son incapaces de metabolizar estos oligosacaridos complejos. Estos
resultados sugieren que los HMO pueden promover selectivamente el crecimiento de ciertas cepas bifidobacterianas
en la luz coldnica frecuentemente aislada de bebés lactantes [23, 24].

Se ha mostrado recientemente que en comparacién con sus hermanos no autistas, el microbioma fecal de nifios con
trastornos del espectro autista (TEA) contiene una elevada diversidad de Clostridia spp. y cifras mas altas de células
del grupo de Clostridium histolyticum [9]. La ausencia de un prebidtico altamente especifico, sustratos, tales como
HMO, ha impedido que el desarrollo de terapias para bebés y nifios desplace las poblaciones de Clostridia spp. con
poblaciones de Bifidobacteria spp. no patégenas beneficiosas.

Las infecciones entéricas son responsables de ~2,1 millones de muertes al afio y son la principal causa de
mortalidad de nifios y bebés en paises en desarrollo [10]. Frecuentes manifestaciones de diarrea son comunes entre
poblaciones de bebés por cesarea, prematuros y alimentados con leche artificial, y su coste en el sistema sanitario
es entre 400 $ y 1600 $ por bebé tratado [11, 12]. Exclusivamente los bebés lactantes que poseen una microbiota
colénica de bebé rica en bifidobacterias tienen tasas espectacularmente mas bajas de infecciones entéricas,
enterocolitis necrotizante (NEC) y gastroenteritis [11, 13, 14]. Existe una fuerte evidencia del uso de probiodticos y
bifidobacterias para prevenir NEC en bebés prematuros [15].

Los oligosacaridos fucosilados son abundantes en la leche humana [16] y se sabe que inhiben la unién de bacterias
patégenas. HMO, y en particular los HMO fucosilados, comparten motivos estructurales comunes con glicanos en
los epitelios intestinales del bebé conocidos por ser receptores para patdgenos. Tales estructuras implican que su
presencia en la leche proporciona a su hospedador una estrategia defensiva, con un HMO 1,2-fucosilado que actua
de barrera para prevenir la unién de patégenos tales como Campylobacter jejuni y calicivirus a células epiteliales,
protegiendo asi a los bebés de la enfermedad [4, 17]. Los HMO, y en particular los HMO fucosilados, son un
constituyente funcional importante de la leche de mama humana, y mantienen la promesa de su uso como una clase
de principios activos para terapéuticos que pretende especificamente mejorar la salud intestinal.
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Desafortunadamente, hasta la fecha, todavia queda por identificar una fuente de oligosacaridos fucosilados similares
a aquellos en la leche humana, por ejemplo, se creia que la leche bovina era rica en oligosacaridos sialilados, pero
no fucosilados. De forma interesante, la leche humana solo contiene solo aproximadamente el 20 % de
oligosacéridos sialilados.

Actualmente, la unica fuente de HMO es la leche humana, y la complejidad estructural de estos oligosacaridos ha
impedido su produccidon comercial. Intentos por reproducir HMO incluyen la sintesis quimica de 2'- y 3'-fucosil-
lactosa como se describe en el documento WO/2005/055944, y en mamiferos no humanos transgénicos (documento
US5750176).

También se han caracterizado oligosacaridos de la leche en animales domesticados que incluyen vaca y cabra,
aunque son de abundancia generalmente mas baja y varian en prevalencia de composiciones de oligosacaridos
especificas. Una distincion importante entre la leche humana y otros animales domesticados es la presencia en la
ultima de restos de acido N-glicoliineuraminico, éstos estan ausentes en HMO de acuerdo con la pérdida la
capacidad de los seres humanos para sintetizar este acido sidlico [18]. Estas fuentes de oligosacaridos de la leche
no son, por tanto, oligosacaridos prebiéticos adecuados.

Prebidticos usados para imitar el efecto prebiético de HMO incluyen fruto-oligosacaridos (FOS), extraidos de raices
de achicoria y galacto-oligosacaridos (GOS) enzimaticamente sintetizados de galactosa derivada de lacteo [74]. FOS
es ampliamente bifidogénico y es utilizado por la mayoria de las bifidobacterias. FOS y GOS se afaden a algunas
leches de inicio (por ejemplo, Similac Early Shield en los EE.UU.), y han encontrado uso como prebiéticos en una
amplia gama de productos alimenticios. Sin embargo, estos prebioticos carecen de la complejidad estructural de
HMO, tales como la presencia de restos terminales de fucosa o acido sialico y, por tanto, es poco probable que
proporcionen el espectro completo de bioactividades de HMO. Por tanto, es poco probable que FOS y GOS
retengan las funciones de inhibicion inmunolégica y de patégenos de HMO. Ademas, los actuales miméticos de
oligosacaridos de la leche nutracéuticos, tales como GOS y FOS, no reflejan las conexiones gendmicas vy fisiologicas
entre las bifidobacterias de tipo bebé y HMO; en su lugar, se dirigen a la poblacion bifidobacteriana no
especificamente.

Actualmente no existen oligosacaridos prebidticos que puedan imitar completamente las funcionalidades bioldgicas,
estructurales y glucomicas de HMO. Analogos y miméticos de HMO protegerian las superficies de la mucosa en el
tubo gastrointestinal del bebé de los patégenos, mientras que al mismo tiempo actuarian de sustrato prebidtico
altamente selectivo para dirigir las poblaciones bifidobacterianas de tipo bebé especificas, tales como la presencia
de restos terminales de fucosa o acido sialico y, por tanto, es poco probable que proporcionaran el espectro
completo de bioactividades de HMO.

Breve sumario de lainvencién

En el presente documento se describen oligosacaridos purificados o aislados (por ejemplo, de una fuente lactea), en
los que el oligosacarido es de la Tabla 1 y esta seleccionado del grupo que consiste en:

un oligosacarido que consiste en 3 restos de hexosa (Hex) y 6 restos de N-acetilhexosamina (HexNAc);
un oligosacarido que consiste en 4 restos de Hex y 3 restos de HexNAc;

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex y 4 restos de HexNAc;

un oligosacarido que consiste en 6 restos de Hex y 2 restos de HexNAc;

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de fucosa (Fuc);
un oligosacarido que consiste en 4 restos de Hex y 4 restos de HexNAc;

un oligosacérido que consiste en 3 restos de Hex y 5 restos de HexNAc;

un oligosacarido que consiste en 4 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;

un oligosacarido que consiste en 5 restos de Hex y 4 restos de HexNAc;

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex, 5 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;

un oligosacarido que consiste en 4 restos de Hex y 5 restos de HexNAc;

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex y 6 restos de HexNAc;

un oligosacarido que consiste en 5 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;

un oligosacarido que consiste en 4 restos de Hex, 5 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc; y

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex, 6 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc.

Por comodidad, los oligosacaridos enumerados anteriormente pueden describirse ademas por su relacion m/z
sodiada del siguiente modo (se proporciona mas detalle en la Tabla 1):

un oligosacarido que tiene una relacién carga/masa (m/z) de aproximadamente 1745,228 (masa sodiada),
consistiendo el oligosacérido en 3 restos de Hex y 6 restos de HexNAc;
un oligosacarido que tiene una relacién carga/masa (m/z) de aproximadamente 1298,241 (masa sodiada),
consistiendo el oligosacarido en 4 restos de Hex y 3 restos de HexNAc;
un oligosacéarido que tiene una relacién carga/masa (m/z) de aproximadamente 1339,253 (masa sodiada),
consistiendo el oligosacarido en 3 restos de Hex y 4 restos de HexNAc;
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un oligosacarido que tiene una relacion carga/masa (m/z) de aproximadamente 1419,225 (masa

consistiendo el oligosacarido en 6 restos de Hex y 2 restos de HexNAc;

un oligosacarido que tiene una relacién carga/masa (m/z) de aproximadamente 1485,256 (masa

consistiendo el oligosacarido en 3 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de fucosa (Fuc);

un oligosacarido que tiene una relacién carga/masa (m/z) de aproximadamente 1501,529 (masa

consistiendo el oligosacarido en 4 restos de Hex y 4 restos de HexNAc;

un oligosacéarido que tiene una relacién carga/masa (m/z) de aproximadamente 1542,251 (masa

consistiendo el oligosacarido en 3 restos de Hex y 5 restos de HexNAc;

un oligosacarido que tiene una relacion carga/masa (m/z) de aproximadamente 1647,240 (masa

consistiendo el oligosacarido en 4 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;

un oligosacarido que tiene una relaciéon carga/masa (m/z) de aproximadamente 1663,221(masa

consistiendo el oligosacérido en 5 restos de Hex y 4 restos de HexNAc;

un oligosacarido que tiene una relacion carga/masa (m/z) de aproximadamente 1688,24 (masa

consistiendo el oligosacérido en 3 restos de Hex, 5 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;

un oligosacarido que tiene una relacion carga/masa (m/z) de aproximadamente 1704,23 (masa

consistiendo el oligosacarido en 4 restos de Hex y 5 restos de HexNAc;

un oligosacarido que tiene una relacion carga/masa (m/z) de aproximadamente 1809,21 (masa

consistiendo el oligosacarido en 5 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;

un oligosacarido que tiene una relacién carga/masa (m/z) de aproximadamente 1850,227 (masa

consistiendo el oligosacarido en 4 restos de Hex, 5 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc; y

sodiada),
sodiada),
sodiada),
sodiada),
sodiada),
sodiada),
sodiada),
sodiada),
sodiada),

sodiada),

un oligosacarido que tiene una relacién carga/masa (m/z) de aproximadamente 1891,225 (masa sodiada),

consistiendo el oligosacérido en 3 restos de Hex, 6 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc.

La presente invencidn proporciona una composicion que comprende un oligosacarido purificado de leche o producto
de leche bovina, de cabra, oveja, bufalo, o de otro mamifero no humano domesticado, en la que el oligosacarido

esta seleccionado del grupo que consiste en:

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de fucosa (Fuc);
un oligosacarido que consiste en 4 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;

un oligosacarido que consiste en 5 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;

un oligosacérido que consiste en 4 restos de Hex, 5 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc; y

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex, 6 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc.

En algunas realizaciones, la composiciéon comprende al menos dos (por ejemplo, al menos 2, al menos 3, al menos
4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, etc.) oligosacaridos seleccionados de seleccionados

del grupo que consiste en:

un oligosacarido que consiste en 3 restos de hexosa (Hex) y 6 restos de N-acetil hexosamina (HexNAc),

un oligosacérido que consiste en 4 restos de Hex y 3 restos de HexNAc;

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex y 4 restos de HexNAc;

un oligosacarido que consiste en 6 restos de Hex y 2 restos de HexNAgc;

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de fucosa (Fuc);
un oligosacarido que consiste en 4 restos de Hex y 4 restos de HexNAc;

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex y 5 restos de HexNAc;

un oligosacarido que consiste en 4 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;
un oligosacarido que consiste en 5 restos de Hex y 4 restos de HexNAc;

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex, 5 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;
un oligosacarido que consiste en 4 restos de Hex y 5 restos de HexNAc;

un oligosacérido que consiste en 3 restos de Hex y 6 restos de HexNAc;

un oligosacarido que consiste en 5 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;
un oligosacarido que consiste en 4 restos de Hex, 5 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc; y
un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex, 6 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc.

En algunas realizaciones, la composicién comprende uno o mas de

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de fucosa (Fuc);
un oligosacarido que consiste en 4 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex, 5 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;

un oligosacarido que consiste en 5 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;

un oligosacarido que consiste en 4 restos de Hex, 5 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc; o

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex, 6 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc.

En algunas realizaciones, la composicién es un liquido y el contenido del oligosacéarido en la composicién es de

0,001-100 g/l 0 0,05-10 g/l.

En algunas realizaciones, el contenido de oligosacarido en la composicion es de 0,5-1 g/l.
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En algunas realizaciones, la composicion es un soélido y la concentracién del oligosacarido en la composicién es de
100 microgramos/| a 25 gramos/I.

En algunas realizaciones, la composicion esta seleccionada del grupo que consiste en un polvo, un comprimido, una
capsula, una pastilla para chupar, un chicle, un producto alimenticio, una bebida complementada, un alimento
médico o un producto médico.

En algunas realizaciones, la composiciéon comprende ademas una proteina de leche bovina, una proteina de soja,
betalactoglobulina, suero de leche, aceite de soja o almidon.

En algunas realizaciones, dicha bebida complementada es un miembro seleccionado del grupo que consiste en una
leche de inicio, leche de continuacion, bebida para nifios, leche, zumo de frutas y bebida basada en fruta.

En algunas realizaciones, el oligosacarido se ha purificado de leche bovina o un producto de leche bovina (que
incluye, pero no se limita a, suero de leche).

En algunas realizaciones, la composiciéon comprende ademas un indculo de una bacteria (por ejemplo, una bacteria
probidtica) o un hongo o levadura (por ejemplo, un hongo o levadura probiético). En algunas realizaciones, la
bacteria es una especie de Bifidobacteria. En algunas realizaciones, la bacteria esta seleccionada de
Bifidobacterium longum subsp. infantis, B. breve y B. bifidum.

La presente invencion también proporciona métodos de obtencion de oligosacaridos de la invencién. En algunas
realizaciones, el método comprende purificar oligosacaridos de leche bovina o un producto de leche bovina (que
incluye, pero no se limita a, suero de leche), en el que la purificacién comprende inactivar enzimas degradadoras de
fucosa, acido sialico, N-acetilglucosamina, lacto-N-biosa, glucosa y galactosa en leche y/o separar las enzimas de
oligosacaridos en la leche, obteniéndose asi oligosacaridos. Los oligosacaridos purificados descritos en el presente
documento pueden comprender al menos uno o mas oligosacaridos de la Tabla 1.

La presente invencién también proporciona un método de obtencién del (de los) oligosacarido(s) de la invencion, que
comprende purificar el oligosacarido de leche bovina. En algunas realizaciones, la purificacion comprende separar
enzimas degradadoras de fucosa, acido sialico, N-acetilglucosamina, lacto-N-biosa, glucosa y galactosa en leche del
oligosacarido.

La presente invencion también proporciona métodos de modificacion del (de los) oligosacarido(s) purificado(s) de la
invencién, que comprenden poner en contacto el oligosacarido con al menos una enzima modificadora, afiadiendo o
eliminando asi uno o mas restos quimicos del oligosacarido purificado, generando asi un oligosacarido modificado.
En algunas realizaciones, la enzima modificadora esta seleccionada del grupo que consiste en una fucosidasa,
fucosiltransferasa, sialidasa, sialiltransferasa, una glucosidasa y una glucosiltransferasa. En algunas realizaciones, el
método comprende ademas poner en contacto el oligosacarido con al menos una enzima modificadora, afiadiendo o
eliminando asi un resto quimico del oligosacéarido, generandose asi un oligosacarido modificado. En algunas
realizaciones, la enzima modificadora estd seleccionada del grupo que consiste en una fucosidasa,
fucosiltransferasa, sialidasa, sialiltransferasa, una glucosidasa y una glucosiltransferasa. En algunas realizaciones, el
oligosacarido comprende un extremo de HexNAc y la enzima modificadora afiade uno, dos o varios restos de GDP-
fucosa al extremo de HexNAc. En algunas realizaciones, el oligosacarido comprende un extremo de HexNAc y la
enzima modificadora afiade uno, dos o varios restos de CMP-acido sialico al extremo de HexNAc. En algunas
realizaciones, el oligosacarido comprende un dimero HexNAc-Fuc y la enzima modificadora escinde el dimero del
resto del oligosacéarido. En algunas realizaciones, el resto del oligosacarido se combina con galactooligosacaridos
(GOS) y/o fructooligosacéridos (FOS) para formar una composicion prebidtica.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas formular el (los) oligosacarido(s) u oligosacarido(s)
modificado(s) en una composicion para consumo humano o animal. En algunas realizaciones, el producto alimenticio
es un polvo, un comprimido, una capsula, una pastilla para chupar, un chicle, un producto alimenticio, una bebida
complementada o un alimento médico.

También en el presente documento se describen métodos que comprenden administrar una cantidad de la
composicion descrita anteriormente a un individuo. El método descrito en el presente documento puede prevenir,
tratar o mejorar una afeccién en el individuo, comprendiendo el método administrar una cantidad suficiente de la
composicion al individuo para prevenir, tratar o mejorar la afeccién, en los que el individuo tiene o esta en mayor
riesgo que la poblacién general de tener después la afeccion, y la afeccidn esta seleccionada del grupo que consiste
en

diarrea;

enterocolitis necrotizante;

sindrome del intestino irritable;
reaccion alérgica;

trastorno del espectro autista (TEA); y
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presencia de Enterococcus faecalis, Clostridium difficile y Salmonella enterica, Salmonella typhimurium, Vibrio
cholerae, E. coli O157:H7, Clostridium perfringens, Vibrio cholerae, Listeria monocytogenes, Yersinia
entercolitica, Enterococcus faecalis, Eubacteria rectales, otras bacterias enteropatégenas, especies de Shigella
en el individuo.

La presente invencidon proporciona una composiciéon que comprende un oligosacarido purificado de la presente
invencién para su uso en un método de tratamiento de una afeccién en un individuo, en el que la afeccion esta
seleccionada de

diarrea;

enterocolitis necrotizante;

sindrome del intestino irritable;

reaccion alérgica;

trastorno del espectro autista (TEA); y

presencia de Enterococcus faecalis, Clostridium difficile y Salmonella enterica, Salmonella typhimurium, Vibrio
cholerae, E. coli O157:H7, Clostridium perfringens, Vibrio cholerae, Listeria monocytogenes, Yersinia
entercolitica, Enterococcus faecalis, Eubacteria rectales, otras bacterias enteropatogenas, especies de Shigella
en el individuo.

En algunas realizaciones, el oligosacarido estimula selectivamente la producciéon de una secrecioén bifidobacteriana
que modula la salud intestinal en el individuo; mejora al menos un biomarcador de la salud intestinal en el individuo;
0 aumenta la colonizacién intestinal y persistencia de bacterias probiéticas en el individuo.

En algunas realizaciones, la secrecion esta seleccionada del grupo que consiste en un antibiético, bacteriocina,
proteina, péptido, glucoproteina, glucopéptido, lipido, glicolipido y un exopolisacarido. Estas secreciones también
pueden modular sefales generadas por células epiteliales enteroendocrinas y del intestino con efectos locales y
sistémicos sobre la salud del hospedador.

En algunas realizaciones, el biomarcador es una citocina o quimiocina. En algunas realizaciones, el biomarcador es
una citocina o quimiocina inflamatoria. En algunas realizaciones, la citocina esta seleccionada del grupo que
consiste en IL-4, IL-1B3, IL-6, TNF-a, IL-10 e INF-y.

En algunas realizaciones, el individuo es un ser humano. En algunas realizaciones, el individuo es un animal no
humano.

En algunas realizaciones, se administran bacterias, levaduras u hongos como parte de o conjuntamente con la
composiciéon. En algunas realizaciones, la bacteria es una especie de Bifidobacteria. En algunas realizaciones, la
bacteria esta seleccionada del grupo que consiste en Bifidobacterium longum subsp. Infantis, B. breve y B. bifidum.

También en el presente documento se describen métodos que comprenden administrar una cantidad de la
composicion como se ha descrito anteriormente (es decir, que comprende al menos un oligosacarido como se ha
descrito anteriormente purificado de leche bovina o productos de leche) a un individuo. El método descrito en el
presente documento puede prevenir, tratar o mejorar una afeccién en el individuo, comprendiendo el método
administrar una cantidad suficiente de la composicién al individuo para prevenir, tratar o mejorar la condicion, en los
que el individuo tiene o esta en mayor riesgo que la poblaciéon general de tener después la afeccion, y la afeccion
esta seleccionada del grupo que consiste en

diarrea;

enterocolitis necrotizante;

sindrome del intestino irritable;

reaccion alérgica;

trastorno del espectro autista (TEA); y

presencia de Enterococcus faecalis, Clostridium difficile y Salmonella enterica, Salmonella typhimurium, Vibrio
cholerae, E. coli O157:H7, Clostridium perfringens, Vibrio cholerae, Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocolitica, Enterococcus faecalis, Eubacteria rectales, otras bacterias enteropatdgenas, especies de
Shigella en el individuo.

En algunas realizaciones, el oligosacarido: estimula selectivamente la produccion de una secrecion bifidobacteriana
que modula la salud intestinal en el individuo; mejora al menos un biomarcador de la salud intestinal en el individuo;
0 aumenta la colonizacién intestinal y persistencia de bacterias probidticas en el individuo.

En algunas realizaciones, la secrecion esta seleccionada del grupo que consiste en un antibiético, bacteriocina,
proteina, péptido, glucoproteina, glucopéptido, lipido, glucolipido y un exopolisacarido. Estas secreciones también
pueden modular sefiales generadas por células epiteliales enteroendocrinas e intestinales con efectos locales y
sistémicos sobre la salud del hospedador.
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En algunas realizaciones, el biomarcador es una citocina o quimiocina. En algunas realizaciones, el biomarcador es
una citocina inflamatoria o quimiocina. En algunas realizaciones, la citocina esta seleccionada del grupo que
consiste en IL-4, IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-10 e INF-y.

En algunas realizaciones, el individuo es un ser humano. En algunas realizaciones, el individuo es un animal no
humano.

En algunas realizaciones, se administra una bacteria como parte de o conjuntamente con la composicion. En
algunas realizaciones, la bacteria es una especie de Bifidobacteria. En algunas realizaciones, la bacteria esta
seleccionada del grupo que consiste en Bifidobacterium longum sbsp. infantis, B. brev y B. bifidum.

Otras realizaciones seran evidentes de una lectura completa de este documento.
Definiciones

Como se usa en el presente documento, el término "oligosacéarido" se refiere a hidratos de carbono poliméricos que
contienen 3 a 20 monosacaridos covalentemente unidos mediante enlaces glucosidicos. En algunas realizaciones,
los oligosacaridos se purifican de leche bovina/suero de leche/queso/productos lacteos, por ejemplo, se purifica de
enzimas degradadoras de oligosacaridos en leche bovina/suero de leche/queso/productos lacteos.

"Masa sodiada" se refiere a un oligosacarido analizado en el modo positivo usando sodio para formar el aducto
(M+Na)" (sodio = Na; m/z 22,989). El analisis de espectrometria de masas MALDI FT ICR de glucanos nativos (sin
derivatizar) puede adquirirse usando o bien iones positivos 0 negativos. Los oligosacaridos que llevan cargas
negativas tales como aquellos que contiene acido N-acetilneuraminico (acido sialico) producen sefial mas intensa en
el modo de analisis de deteccion de iones negativos que positivos debido a que faciimente se desprotonan formando
[M-H]". En cambio, los oligosacaridos neutros (el tipo sin acido sialico) son mas dificiles de detectar en modo
negativo debido a que su eficiencia de ionizaciéon es mas baja, de hecho, los oligosacaridos neutros tienen una baja
tendencia a formar [M-H]". Por tanto, para mejorar la deteccion de oligosacaridos neutros, puede formarse un aducto
de metal-hidrato de carbono usando sodio, y entonces se realizan los analisis en modo de deteccién de iones
negativos, formando el aducto [M+Na]". Los resultados de este ensayo producen valores de m/z sodiado (por
ejemplo, tales como los presentes en la Tabla 1 a continuacién). La masa neutra se calcula a partir de valores
sodiados restando 22,989 unidades (MW del i6n sodio).

"Lacteo" se refiere a leche o productos de leche o subproductos de leche de una vaca, cabra, oveja, bufalo u otro
mamifero no humano domesticado.

"Hexosa (Hex)" representa un resto de glucosa o galactosa o manosa. Estas moléculas tienen una m/z
monoisotépica de 162,0528.

"Fucosa (Fuc)" representa un resto de desoxihexosa. Esta molécula tiene una m/z monoisotépica de 146,0579.

"HexNAc" representa un resto de N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina. Esta molécula tiene una m/z
monoisotépica de 203,0794.

"NeuAc" representa un resto de acido N-acetilneuraminico (acido sialico). Esta molécula tiene una m/z
monoisotépica 291,0954.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra un espectro de masas de oligosacaridos purificados. El espectro de masas se registré en
modo de ionizacioén positivo.

La Figura 2 ilustra el crecimiento de B. infantis y Clostridium perfringens en oligosacaridos de leche bovina
(BMO).

La Figura 3 ilustra el crecimiento de patdgenos seleccionados en BMO. Figura 3A) Lactosa - Placa de
MacConkey, crecimiento observado para Salmonella con una insercion de operén lac y E. coli positivo para el
operon lac, crecimiento representado por las lineas rojas sobre la placa de agar de BMO, como se muestra en
1,3,5. Figura 3B) BMO - MacConkey (2 g por 100 ml) crecimiento observado para Salmonella con una insercion
de operdn lac y E. coli positivo para el operdn lac, crecimiento representado por lineas rojas en la placa de agar
de MacConkey de BMO, como se muestra en 1,3,5. La permeasa del operén lac puede transportar trimeros y
tetrameros de BMO. Yersinia enterocolitica fue negativa en lactosa y modestamente positiva en BMO, todas las
otras bacterias fueron negativas en ambos medios. Se suspendieron BMO a 1 g/10 ml de agua estéril, se
afadiéo NaOH 10 N hasta que el pH fue 7. Se usé la solucion de BMO en un medio de MacConkey para generar
placas de agar.
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. E. coli K12

. E. coli K12 (DH5alfa, lac menos)
. E. coli O157:H7

. Salmonella typhimurium

. Salmonella typhimurium + operén lac
. Salmonella typhimurium

. Salmonella typhimurium

. Listeria monocytogenes

. Yersinia enterocolitica

10. Vibrio cholerae

11. Vibrio cholerae

O©CoONOOAWN-=-

Descripcion detallada
I. Introduccién

Se describen métodos de tratamiento de infecciones y aumento de poblaciones de bifidobacterias usando analogos
de oligosacarido de la leche. Analogos y miméticos que se parecen mucho a la complejidad glucomica de HMO
serian la fuente prebidtica preferida para todos los productos nutricionales para bebés y permitiria que los beneficios
para la salud que los oligosacaridos de la leche proporcionan para los bebés también pudieran ponerse a disposicion
para individuos de todas las edades. Los inventores han descubierto sorprendentemente que la leche bovina
contiene varios oligosacaridos que no se sabia previamente que se producian en la leche bovina. De hecho, algunos
de los oligosacaridos no eran conocidos antes en absoluto. Mas sorprendentemente, entre estos oligosacaridos
recién descubiertos esta un subconjunto de oligosacaridos que contienen fucosa. Se proporcionan oligosacaridos
purificados, composiciones que comprenden los oligosacaridos purificados y métodos de purificacion, manipulacion
y uso de los oligosacaridos y composiciones. En algunas realizaciones, las composiciones descritas en el presente
documento incluyen uno o mas componentes no de la leche, por ejemplo, una proteina no de la leche, lipido no de la
leche o hidrato de carbono no de la leche.

Los inventores también han encontrado que enzimas que se producen naturalmente en leche destruyen los
oligosacaridos descritos en el presente documento. Por tanto, los inventores han descubierto que los oligosacéaridos
pueden purificarse separando los oligosacaridos en la leche bovina de las enzimas degradadoras, permitiendo asi la
purificacion de los oligosacaridos de la leche bovina. Por tanto, se describen métodos de generacion de
oligosacaridos purificados de la leche bovina.

En particular, los inventores también han encontrado que al menos algunos de los oligosacaridos descubiertos son
capaces de soportar selectivamente el crecimiento de bacterias deseables ("probidticas"), mientras que no soportan
el crecimiento de bacterias patégenas. Asi, se cree que los oligosacaridos descubiertos, ademas de las formas
modificadas de los mismos, seran utiles en prevenir, tratar o mejorar un gran niumero de afecciones para las que el
crecimiento bacteriano probiético es beneficioso.

Il. Oligosacéridos identificados en productos de leche bovina (BMO)

La Tabla 1 resume los oligosacaridos identificados en leche bovina y suero de leche y proporciona el nimero de
diferentes unidades monoméricas en los oligosacaridos descubiertos, su relacién carga con respecto a masa
experimental usando aductos sodiados (es decir, donde los iones sodio han sido usados para analizar
oligosacaridos en modo de ionizacion positivo) y la masa neutra (calculada restando el i6n sodio) de los
oligosacaridos analizados por espectrometria de masas, y su grado de polimerizacién (DP). La composicion
monomeérica de iones parentales sodiados se obtuvo por disociacion inducida por colisién-espectrometria de masas
en tandem.

Masa  neutral (m/z) | m/z sodiada [M+Na]® | Hexosa | HexNAc | Fucosa | NeuAc | DP
calculada experimental

488,174 511,163 2 0 1 0 3
504,169 527,133 3 0 0 0 3
545,195 568,154 2 1 0 0 3
633,210 656,156 2 0 0 1 3
666,223 689,211 4 0 0 0 4
691,254 714,243 2 1 1 0 4
707,253 730,179 3 1 0 0 4
748,282 771,197 2 2 0 0 4
795,266 818,230 3 0 0 1 4
812,281 835,269 4 0 1 0 5
828,279 851,264 5 0 0 0 5
853,307 876,296 3 1 1 0 5
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Masa  neutral (m/z) | m/z sodiada [M+Na]® | Hexosa | HexNAc | Fucosa | NeuAc | DP
calculada experimental

869,306 892,196 4 1 0 0 5
910,346 933,213 3 2 0 0 5
990,326 1013,317 6 0 0 0 6
1031,355 1054,343 5 1 0 0 6
1038378 1061,238 2 2 0 1 5
1072,379 1095,219 4 2 0 0 6
1113,408 1136,234 3 3 0 0 6
1152,381 1175,37 7 0 0 0 7
1234,434 1257,229 5 2 0 0 7
1259,466 1282,454 3 3 1 0 7
1275,461 1298,241 4 3 0 0 7
1362,469 1385,433 4 2 0 1 7
1314,434 1337,193 8 0 0 0 8
1316,487 1339,253 3 4 0 0 7
1396,487 1419,225 6 2 0 0 8
1404,496 1427,455 3 3 0 1 7
1462,545 1485,256 3 4 1 0 8
1476,486 1499,184 9 0 0 0 9
1478,540 1501,529 4 4 0 0 8
1519,567 1542,251 3 5 0 0 8
1524,522 1547,559 5 2 0 1 8
1566,548 1589,507 4 3 0 1 8
1624,598 1647,240 4 4 1 0 9
1640,593 1663,221 5 4 0 0 9
1665,625 1688,24 3 5 1 0 9
1681,620 1704,23 4 5 0 0 9
1722,646 1745,228 3 6 0 0 9
1786,651 1809,21 5 4 1 0 10
1827,677 1850,227 4 5 1 0 10
1868,704 1891,225 3 6 1 0 10
"DP" se refiere al grado de polimerizacion, es decir, el numero de unidades (monosacaridos) de
oligosacarido.

En el presente documento se describen uno o mas oligosacaridos purificados como se expone en la Tabla 1,
ademas de composiciones que contienen el uno o mas oligosacaridos purificados.

Como se muestra en los ejemplos, cada uno de los oligosacaridos descritos en la Tabla 1 puede purificarse a partir
de productos de leche bovina, que incluyen, pero no se limitan a leche, suero de leche, queso y otros productos
lacteos. En vista de la abundancia de leche bovina y otros productos lacteos en la economia mundial, se tiene
previsto que la forma mas comercialmente eficiente para producir los oligosacéaridos purificados descritos en el
presente documento sea por purificacion de leche bovina y otras corrientes lacteas. Por tanto, un método de
purificacion de un oligosacarido, que incluye, pero no se limita a, uno o mas oligosacaridos como se describe en la
Tabla 1, se realiza purificando el (los) oligosacarido(s) de leche bovina. "Oligosacarido purificado" se refiere a un
oligosacarido que ha sido al menos enriquecido en el oligosacarido en comparacién con uno o varios de otros
componentes en la leche. En algunas realizaciones, el (los) oligosacarido(s) estan sustancialmente purificados, por
ejemplo, de forma que otros oligosacaridos no de la leche estén sustancialmente ausentes. En algunas
realizaciones, al menos un oligosacarido en la composicion purificada esta a una concentracion de al menos 0,001,
0,001, 0,1, 1,10 0 100 g/l.

Las glandulas mamarias bovinas contienen varias enzimas, llamadas glucosidasas, cuya funcidon es hidrolizar
gradualmente los glucanos (es decir, oligosacaridos) a restos mas pequefios. Los oligosacaridos de alto peso
molecular (incluyendo aquellos que contienen fucosa) son degradados para generar los oligosacaridos mas
pequefos/de nucleo correspondientes que han sido previamente identificados en leche bovina. Por tanto, los
oligosacaridos de alto peso molecular como se describen en la Tabla 1 no son faciimente detectables en leche
liquida (por ejemplo, leche liquida comprada en tienda). En algunas realizaciones, el método de purificacion del (de
los) oligosacarido(s) de la leche bovina comprende secuestrar, separar y/o inactivar las glucosidasas y/u otras
enzimas degradadoras de fucosa, acido sialico, N-acetilglucosamina, lacto-N-biosa, glucosa y galactosa del (de los)
oligosacarido(s) diana. Esto puede lograrse, por ejemplo, por técnicas de filtracion convencional de tamafio
apropiado para eliminar selectivamente estas moléculas del resto de los componentes de la leche usando
membranas de ultrafiltracién. En algunas realizaciones, las membranas usadas tienen un corte de peso molecular
(MWCO) de 30 a 70 kDa. En algunas realizaciones, las membranas tienen un MWCO de 40 a 50 kDa. Similarmente,
técnicas tales como didlisis, ultrafiltracion combinada con diafiltracion permiten la purificacion de los oligosacaridos
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en la leche bovina como se describe en el presente documento.

Alternativamente, pueden usarse métodos enzimaticos para sintetizar los oligosacaridos de la presente invencion.
En general, cualquier enzima biosintética o enzima catabdlica de oligosacaridos (transcurriendo la reaccion a la
inversa) que convierta un sustrato en cualquiera de los oligosacaridos descritos en el presente documento (o sus
productos intermedios) puede usarse en la practica de la presente invencion. En algunas realizaciones, los
componentes sacaridicos de los oligosacaridos de la leche, tales como glucosa, galactosa, lactosa, N-
acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, fucosa, acidos sialicos, pueden combinarse usando glucosiltransferasas
para volver a crear analogos de oligosacaridos de leche humana.

Alternativamente, pueden usarse métodos quimicos convencionales para la sintesis organica de novo de o
conversion de oligosacaridos preexistentes en los oligosacaridos descritos en el presente documento. Vease, por
ejemplo, March's Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms, and Structure, 52 Edicién.

Los oligosacaridos purificados de la invencion, si se purifican a partir de leche bovina o de reacciones de sintesis,
pueden tener cualquier concentracion segun se desee. En algunas realizaciones, un oligosacarido de la Tabla 1 es
al menos 1, 10, 100 microgramos/l, o al menos 1 gramo o 10 gramo/l. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la
concentracion de oligosacarido (es decir, un Unico oligosacarido o una mezcla de dos o mas oligosacaridos como se
encuentra en la Tabla 1) es de 1, 10, 100 microgramos/| a 25 gramos/I.

En algunas realizaciones, los oligosacaridos de un producto lacteo (por ejemplo, leche) estan seleccionados para un
grado particular de polimerizacion (DP). Por ejemplo, en algunas realizaciones, los oligosacaridos purificados estan
enriquecidos para aquellos que tienen un DP superior a 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, o mas. En algunas realizaciones, los
oligosacaridos purificados estan enriquecidos para aquellos que tienen un DP entre 3-10, 3-8, 4-8, 4-10, 5-10, 6-10,
etc.

Puede lograrse la seleccion de DP particulares usando cualquier método disponible, por ejemplo, usando extraccion
en fase solida. Por ejemplo, después de filtrar la leche/suero de leche por filtracion en membrana, los oligosacaridos
se purifican de la leche/suero de leche por extraccidon en fase sélida usando cartuchos de carbono grafitizados-
polipropileno no porosos. En algunas realizaciones, los oligosacaridos de baja masa de DP 2 a DP 6 se eluyen de
los cartuchos usando una solucién 90:10 de agua desionizada-acetonitrilo; y los oligosacaridos mas complejos de
alta masa de DP 7 a DP 10 son secuencialmente eluidos de los cartuchos usando una solucién 80:20 de agua
desionizada-acetonitrilo.

En algunas realizaciones, los oligosacaridos fucosilados (por ejemplo, en un aspecto de DP 7 a DP 10) se purifican
de un producto lacteo usando una solucién 80:20 de agua desionizada-acetonitrilo. Los oligosacaridos fucosilados
son de particular interés debido a que en algunas realizaciones son estructuralmente similares a los oligosacaridos
de la lecha humana.

Ill. Formulaciones de BMO

Las composiciones de oligosacaridos de la presente invencion pueden administrarse, ya sea como purificadas de la
leche o versiones modificadas como se trata ademas mas adelante) como una formulacién prebiotica (es decir, sin
bacterias) o como una formulacidn simbidtica (es decir, con bacterias deseables tales como bifidobacterias como se
describe en el presente documento). En general, puede usarse cualquier alimento o bebida que pueda ser
consumido por bebés o adultos humanos o animales para preparar formulaciones que contienen las composiciones
prebidticas y simbidticas de la presente invencion. Alimentos a modo de ejemplo incluyen aquellos con una
consistencia semiliquida para permitir la facil y uniforme dispersion de las composiciones prebidticas y simbidticas
de la invencion. Sin embargo, también pueden usarse otras consistencias (por ejemplo, polvos, liquidos, etc.) sin
limitacion. Por consiguiente, tales articulos alimenticios incluyen, sin limitacion, productos basados en lacteos tales
como queso, requesoén, yogurt y helado. Frutas y verduras procesadas, que incluyen aquellas dirigidas a
lactantes/nifos, tales como compota de manzana o verduras tamizadas (por ejemplo, guisantes y zanahorias, etc.),
también son adecuadas para su uso en combinacién con las composiciones prebidticas y simbidticas de la presente
invencién. Tanto los cereales para bebés tales como cereales basados en arroz o avena, como los cereales para
adultos tales como Musilix, también son adecuados para su uso en combinacién con los oligosacaridos de la
presente invencién. Ademas de los alimentos dirigidos al consumo humano, piensos para animales también pueden
ser complementados con las composiciones prebidticas y simbiéticas de la invencion.

Alternativamente, las composiciones prebiéticas y simbidticas de la invenciéon pueden usarse para complementar
una bebida. Ejemplos de tales bebidas incluyen, sin limitacién, leche de inicio, leche de continuacion, bebida para
nifos, leche, leche fermentada, zumo de frutas, bebida basada en frutas y bebidas isotdnicas. Se conocen en la
técnica muchas leches de inicio y para nifios y estdn comercialmente disponibles, que incluyen, por ejemplo,
Carnation Good Start (Nestle Nutrition Division; Glendale, Calif.) y Nutrish A/B producida por Mayfield Dairy Farms
(Athens, Tenn.). Otros ejemplos de leches de iniciacion o para bebés incluyen las desveladas en la patente de
EE.UU. N.° 5.902.617. Otras formulaciones beneficiosas de las composiciones de la presente invencion incluyen la
complementacion de leches de animal, tales como leche de vaca.
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Alternativamente, las composiciones prebidticas y probidticas de la presente invencién pueden formularse en
pildoras o comprimidos o encapsuladas en capsulas, tales como capsulas de gelatina. Las formas de comprimido
pueden opcionalmente incluir, por ejemplo, uno o mas de lactosa, sacarosa, manitol, sorbitol, fosfatos de calcio,
almidén de maiz, almidén de patata, celulosa microcristalina, gelatina, diéxido de silicio coloidal, talco, estearato de
magnesio, acido estedrico, y otros excipientes, colorantes, cargas, aglutinantes, diluyentes, agentes de
tamponamiento, agentes humidificantes, conservantes, aromatizantes, colorantes, agentes disgregantes y vehiculos
farmacéuticamente compatibles. Las formas de pastilla para chupar o caramelo pueden comprender las
composiciones en un aroma, por ejemplo, sacarosa, ademas de pastillas que comprenden las composiciones en una
base inerte, tal como gelatina y glicerina o sacarosa y emulsiones de goma arabiga, geles, y similares que
contienen, ademas del principio activo, vehiculos conocidos en la técnica. Las formulaciones prebiodticas o
simbidticas también pueden contener cargas y sustancias de relleno de complementos alimenticios convencionales
tales como, por ejemplo, harina de arroz.

En algunas realizaciones, la composicion prebidtica o simbidtica comprenderd ademas una proteina no humana,
lipido no humano, hidrato de carbono no humano, u otro componente no humano. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, las composiciones de la invencién comprenden una proteina de leche bovina (u otra no humana), una
proteina de soja, una proteina de arroz, betalactoglobulina, suero de leche, aceite de soja o almidén. En algunas
realizaciones, la composicion prebidtica o simbidtica comprendera ademas una proteina no bovina, lipido no bovino,
hidrato de carbono no bovino, u otro componente no bovino.

Las dosis de las composiciones prebidticas y simbiéticas de la presente invencion variardn dependiendo de los
requisitos del individuo y tendran en cuenta factores tales como la edad (bebé frente a adulto), peso y motivos para
la pérdida de las beneficiosas bacterias intestinales (por ejemplo, terapia con antibiéticos, quimioterapia,
enfermedad, o edad). La cantidad administrada a un individuo, en el contexto de la presente invencion, debe ser
suficiente para establecer la colonizacion del intestino con bacterias beneficiosas con el tiempo. El tamafio de la
dosis también sera determinado por la existencia, naturaleza y grado de cualquier efecto secundario adverso que
pueda acompafiar a la administracion de una composicidon prebiética o simbiotica de la presente invenciéon. En
algunas realizaciones, el intervalo de dosis sera eficaz como un complemento alimenticio y para restablecer
bacterias beneficiosas en el tubo digestivo. En algunas realizaciones, la dosis de un oligosacarido(s) oscila de
aproximadamente 1 microgramo/l a aproximadamente 25 gramos/I de oligosacaridos.

Las formulaciones prebidticas o simbidticas de la invencion pueden administrarse a cualquier individuo en necesidad
de las mismas. En algunas realizaciones, el individuo es un bebé o nifio. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el
individuo tiene menos de, por ejemplo, 3 meses, 6 meses, 9 meses, un ano, dos afos o tres afos de edad. En
algunas realizaciones, el individuo es un adulto. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el individuo tiene mas de 50,
55, 60, 65, 70 o 75 afios de edad. En algunas realizaciones, el individuo es inmunodeficiente (por ejemplo, el
individuo tiene SIDA o esta recibiendo quimioterapia).

Bifidobacterias a modo de ejemplo que pueden incluirse en las composiciones probidticas de la invencién incluyen,
pero no se limitan a, B. longum subsp. infantis, B. longum subsp. longum, B. breve y B. adolescentis. El
Bifidobacterium usado dependera en parte del consumidor objetivo. Dosis de bifidobacterias a modo de ejemplo para
formulaciones probidticas incluyen, pero no se limitan a, 10* a 10" unidades formadoras de colonias (UFC) por
dosis. Un intervalo ventajoso adicional es 10%a 10" UFC.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, se administra B. longum subsp. infantis con las composiciones de
oligosacarido de la invencién a un bebé o nifio pequefio (por ejemplo, menos de 5 afios de edad). En algunas
realizaciones, B. longum subsp. infantis se incluye en, o conjuntamente con, una leche de inicio o leche de
continuacién. En algunas realizaciones, las composiciones se administran a un adulto o una persona anciana. En
algunas realizaciones, la persona tiene al menos 50, 60, 70 u 80 afios de edad.

Se apreciara que puede ser ventajoso que algunas aplicaciones incluyan otros factores bifidogénicos en las
formulaciones de la presente invenciéon. Tales componentes adicionales pueden incluir, pero no se limitan a,
fructoligosacaridos tales como Raftilose (Rhone-Poulenc, Cranbury, N.J.), inulina (Imperial Holly Corp., Sugar Land,
Tex.) y Nutraflora (Golden Technologies, Westminister, Colo.), ademas de lactosa, xilooligosacaridos, oligosacaridos
de soja, lactulosal/lactitol, entre otros. En algunas aplicaciones, pueden incluirse otras bacterias beneficiosas, tales
como Lactobacillus, en las formulaciones.

En algunas realizaciones, las composiciones de la invencion se administran a un ser humano o animal en necesidad
de las mismas. Por ejemplo, en algunas realizaciones, las composiciones de la invencion se administran a una
persona o animal que tiene al menos una afeccion seleccionada del grupo que consiste en sindrome inflamatorio
intestinal, estrefiimiento, diarrea, diarrea del viajero, diarrea inducida por antibiéticos, infecciones por Clostridium
difficile (CDI), enteritis, colitis, enfermedad de Crohn, cancer de colon, reaccion alérgica, trastorno intestinal funcional
(FBD), sindrome del intestino irritable (IBS), enfermedad del intestino irritable (IBD), exceso de bacterias reductoras
de sulfato, enfermedad inflamatoria del intestino (IBD), trastorno del espectro autista (TEA), enterocolitis necrotizante
(NEC) vy colitis ulcerosa. El sindrome del intestino irritable (IBS) se caracteriza por dolor abdominal y molestia,
hinchazoén y funcion intestinal alterada, estrefiimiento y/o diarrea. Existe tres grupos de IBS: IBS predominante en
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estrefiimiento (C-IBS), IBS alternante (A-IBS) e IBS predominante en diarrea (D-IBS). Las composiciones de la
invencién son utiles, por ejemplo, para reprimir o prolongar los periodos de remision en pacientes ulcerosos. Las
composiciones de la invencién pueden administrarse para tratar o prevenir cualquier forma de trastorno intestinal
funcional (FBD), y en particular sindrome del intestino irritable (IBS), tal como IBS predominante en estrefiimiento (C-
IBS), IBS alternante (A-IBS) e IBS predominante en diarrea (D-IBS); estrefiimiento funcional y diarrea funcional. FBD
es un término general para una gama de trastornos gastrointestinales que son crénicos y semicrénicos y que estan
asociados a dolor intestinal, funcién intestinal perturbada y alteracién social.

En otra realizacion de la invencién, las composiciones de la invencidon se administran para aquellos en necesitan
estimulacion del sistema inmunitario y/o para la promocion de resistencia a infecciones bacterianas o por levadura,
por ejemplo, candidiasis o enfermedades inducidas por bacterias reductoras de sulfato, Enterococcus faecalis,
Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Salmonella enterica, Vibrio cholerae, E. coli O157:H7, Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Enterococcus faecalis, Eubacteria rectales, otras bacterias
enteropatégenas, o especie de Shigella en el intestino, reduciendo asi la colonizacion del intestino por al menos una
de las bacterias anteriormente enumeradas.

En algunas realizaciones, las composiciones que comprenden los oligosacaridos descritos en el presente
documento (por ejemplo, en la Tabla 1 o purificados de otro modo de leche bovina) se administran a un individuo,
aumentando asi la colonizacion intestinal y persistencia de bacterias probidticas en el individuo. En algunas
realizaciones, las composiciones que comprenden los oligosacaridos descritas en el presente documento (por
ejemplo, en la Tabla 1 o purificados de otro modo de leche bovina) se administran a un individuo, estimulando asi
selectivamente la produccién de secreciones probiéticas (que incluyen, pero no se limitan a, bifidobacterianas) en el
individuo. Ejemplos de tales secreciones incluyen, pero no se limitan a, antibidticos, bacteriocinas, u otros
moduladores de la salud intestinal.

En algunas realizaciones, las composiciones que comprenden los oligosacaridos descritos en el presente
documento (por ejemplo, en la Tabla 1 o purificados de otro modo de leche bovina) se administran a un individuo,
mejorandose asi los biomarcadores de la salud intestinal en el individuo. Ejemplos de biomarcadores de la salud
intestinal incluyen, por ejemplo, disminucion en citocinas y quimiocinas inflamatorias. Marcadores a modo de
ejemplo incluyen, pero no se limitan a, IL-4, IL-13, IL-6, TNF-q, IL-10 e INF-y.

IV. Modificacién de BMO

El analisis de los datos de composicién y estructurales de los oligosacaridos de leche bovina (BMO) (Tabla 1) ha
revelado sorprendentemente que estas composiciones pueden ser ademas manipuladas para crear estructuras
idénticas a oligosacaridos encontrados en la leche humana. Asi, en algunas realizaciones, pueden realizarse una o
mas reacciones enzimaticas en uno o mas oligosacaridos de leche bovina (por ejemplo, como se describe en la
Tabla 1) para generar un oligosacarido modificado. En algunas realizaciones, los oligosacaridos modificados son
idénticos a aquellos que se producen en leche humana.

Alternativamente, los BMO, y especialmente aquellos que contienen restos fucosilados y sialilados, modificados
como se describe en el presente documento, o sin modificar, pueden afadirse a mezclas de oligosacaridos
existentes (que incluyen, pero no se limitan a, GOS o FOS) para crear clases de mezclas prebidticas de
oligosacaridos que imitan mas estrechamente los HMO.

El analisis de la composicion monomérica de BMO (Tabla 1) ha revelado sorprendentemente un oligosacarido con
m/z 730,25, que tiene 3 Hex y 1 HexNAc y un grado de polimerizacion (DP) de 4; y otro con m/z 1095,38, que
comprende 4 Hex y 2 HexNAc y DP de 6, que son idénticos a dos de las estructuras de HMO mas abundantes de
leche humana reunida. Por tanto, los BMO pueden usarse como una fuente util de al menos dos oligosacaridos que
previamente solo se sabia que existian en leche humana.

Pueden generarse composiciones de HMO adicionales empleando una fucosiltransferasa y haciendo reaccionar una
unidad monomeérica individual de UGD-Fucosa con el BMO con una m/z 730,25 y 1095,38. Otra composicion mas
util de HMO puede obtenerse de un sustrato de BMO mediante adicion de un dimero HexNAc-Fuc individual por la
accion de glucosiltransferasas a BMO con m/z 892,34 y 1257,42.

Puede generarse otra composicién mas util empleando una fucosiltrasferasa y afadiendo uno, dos o varios restos
de GDP-fucosa a los extremos de HexNAc de BMO, generandose asi analogos de HMO y composiciones de BMO
fucosilados (BMO-f). En algunas realizaciones, estos oligosacaridos modificados se afiaden a mezclas de
oligosacaridos existentes (que incluyen, pero no se limitan a, GOS o FOS).

Puede generarse otra composicion util usando una sialiltrasferasa y afiadiendo uno, dos o varios CMP-acido sialico
a los extremos de HexNAc de BMO para generar composiciones de BMO sialilalados (BMO-s). En algunas
realizaciones, estos oligosacaridos modificados se afiaden a mezclas de oligosacéaridos existentes (que incluyen,
pero no se limitan a, GOS o FOS).
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Puede generarse otra composicion util escindiendo enzimaticamente de BMO un dimero que comprende HexNAc-
Fuc. En algunas realizaciones, estos oligosacaridos modificados se afiaden a mezclas de oligosacaridos existentes
(que incluyen, pero no se limitan a, GOS o FOS).

Ejemplos
Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no para limitar, la invencion reivindicada.
Ejemplo 1:

Andlisis de espectrometria de masas deresonancia ion-ciclotrén con transformada de Fourier por
desorcién/ionizacién laser asistida por matriz (EM MALDI FT-ICR) de oligosacaridos en leche bovina

Se realizé analisis de oligosacaridos usando un espectrometro de masas ProMALDI-FT-ICR (lonSpec, Lake Forest,
CA) equipado con un iman superconductor de 7,0 Tesla, acumulacion de i6n de hexapolo y equipado con un laser
de Nd:YAG pulsado a 355 nm. Este instrumento es muy conocido por alta exactitud de la masa (<10 ppm con
calibracion externa) y alta resolucion (>100.000 de anchura completa a la mitad de la altura). Esto significa que los
oligosacaridos son facilmente identificados basandose Unicamente en su masa. La composicidon exacta con respecto
a hexosas, N-acetilhexosaminas, acido sialicos y fucosas es ahora conocida y se determina a partir de las masas
exactas. Se cristalizaron muestras usando acido 2,5-dihidroxibenzoico como matriz (5 mg/100 pl en una disolucién
de 50 % de acetonitrilo/50 % de agua (v/v)). La disolucion de oligosacarido (1 pl) se aplicé a la sonda de MALDI,
seguido de la adicion de NaCl 0,01 M (0,5 pl) y la disolucion de matriz (1 pl). Se secaron manchas de muestra por
una técnica similar al método de evaporacion rapida antes del analisis espectrométrico de masas. Los espectros se
adquirieron en el modo de idn positivo y se calibraron internamente (Figura 1).

La mayoria de los espectros de masas en tandem de glucanos se producen por disociaciéon inducida por colision
(CID), una técnica en tandem en la que iones precursores seleccionados son disociados por colisién con atomos de
gas en una celda de colision. Las colisiones aumentan la energia vibracional de los iones hasta tal punto que se
produce la rotura del enlace revelando la composicion del monosacarido.

Se realizé EM en tdndem para obtener informacion sobre la composicién monomérica. Usando disociacion inducida
por colisién (CID) de radiacion sostenida no resonante (SORI) para determinar la composicidn y supuesta estructura
de cada oligosacarido (Tabla 1). Se aislo el i6n precursor y se excité a 1000 Hz de su frecuencia de ciclotréon a una
amplitud SORI de 2,55 V. Se us6 gas nitrdgeno como gas de colisiéon y se puls6 para mantener una presion de 10-
6 Torr.

Anélisis comparativo de BMO y HMO

Se identificaron la composicion y supuestas estructuras de BMO por MALDI FT-ICR, se compararon con la lista
completa de estructuras de HMO y las composiciones aisladas de leche de mama humana reunida [16].

Se us6 MALDI FT-ICR en leche bovina después de eliminar las enzimas de glucosidasa, y un ejemplo del espectro
de masas resultante se presenta a continuacion, ademas de la composicion monomérica y la abundancia relativa.
Por medio de la eliminaciéon de enzimas de glucosidasa, los presentes inventores fueron capaces de descubrir la
presencia de 24 iones de alto peso molecular de DP 7 a DP 10 nunca observados antes en leche bovina (Figura 1).
Todos los 24 picos nuevos resultaron ser oligosacaridos de la leche, y 6 contuvieron fucosa en su extremo, un
mondémero previamente no informado en oligosacaridos de alto peso molecular de leche bovina (Tabla 1). La
presente invencién describe el uso de novedosas formulaciones de BMO y sus derivados, para modular la
composicion de microbiomas de mamifero y afectar positivamente la salud.

BMO, una nueva clase de sustratos prebiéticos

La prueba de anaerobios estrictos indicd que los BMO promueven el vigoroso crecimiento de B. infantis (Figura 2) y
poco o ningun crecimiento del patégeno Clostridium perfringens (Figura 3). Y, lo que es mas importante, los
presentes inventores también encontraron que las cepas aisladas clinicas de los anaerobios facultativos Salmonella
enterica serovar Typhimurium y Vibrio cholerae, E. coli O157:H7 carecieron de la capacidad de utilizar BMO (Figura
4). Tampoco se espera que otras bacterias enteropatégenas significativas, especie de Shigella, y otros serotipos de
Salmonellay V. cholerae, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Enterococcus faecalis, Eubacteria rectales
crezcan en BMO. Asi, los BMO promovieron el crecimiento de una bacteria beneficiosa primaria sin potenciamiento
metabolico a tres agentes patégenos, dos de los cuales producen considerable morbilidad a los seres humanos en
paises en desarrollo en el mundo. Estos datos posicionan los BMO como un mimético mas adecuado de HMO que
la actual coleccién de prebiodticos comercial que se usa afiadidos a la leche de inicio. Dada la significativa porcion de
BMO fucosilados que se descubrieron en leche bovina y productos lacteos y subproductos lacteos (tales como
corrientes de suero de leche de queso, concentrado de proteina de suero de leche, permeado de suero de leche,
extracto de proteina de suero de leche), es probable que estas fracciones sean eficaces en la unién y desvio de
patégenos entéricos.
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Ejemplo 2:
Uso de composicién de BMO para seleccionar cepas probidticas dptimas

No existen probiéticos comercialmente disponibles especificamente desarrollados para consumir BMO como
sustrato prebidtico. Los BMO pueden usarse para identificar y cribar supuestas cepas probiéticas usando un enfoque
novedoso basado en oligosacéaridos de la leche como un medio de enriquecimiento, aislamiento y eficacia. Este
enfoque puede crear un panel de cepas probidticas que podria administrarse conjuntamente con BMO como
aplicacion simbidtica individual, y potenciar la persistencia intestinal y eficacia probidtica. Asi, en algunas
realizaciones, se seleccionan bacterias que pueden crecer sobre uno o mas oligosacaridos de leche bovina como
unica fuente de carbono.

Enriquecimientos fecales usando BMO como Unico sustrato de crecimiento son una forma eficaz de seleccionar
microorganismos BMO+. Para realizar los enriquecimientos fecales [20] puede usarse un medio quimicamente
definido recién desarrollado ZMB1 [21] que contiene BMO como unica fuente de carbono. Se inocula una alicuota de
0,5 ml de ZMB1+BMO (2 %) con heces de bebés lactantes sanos (0,001 % de indculo) y se deja que crezca durante
24 h y el cultivo se transfiere a una nueva alicuota de 0,5 ml. Este proceso se repite un total de 4 veces. Para
obtener cepas aisladas bifidobacterianas emergentes, los enriquecimientos finales se siembran en placa en medio
selectivo bifidobacteriano [22]. Se examinan microscopicamente células de supuestas colonias bifidobacterianas
para confirmar la forma de células bificas y se criban para la presencia de la fructosa-6-fosfato fosfocetolasa, una
enzima unicamente presente en bifidobacterias [23]. Se siembran en réplica supuestas colonias bifidobacterianas y
se cuentan las unidades formadoras de células después de la incubacién en una camara anaerobia a 37 °C durante
1-7 dias.

Se transfieren colonias bidifobacterianas a placas de rejilla y se criban por PCR especifica de género [24]. Las
colonias positivamente identificadas como bifidobacterias se transfieren a placas de microtitulacion que contienen
150 ul de BMO-ZMB1, 50 ul de aceite mineral esterilizado, y se cultivan durante 24-96 h en camara anaerobia a
37 °C y se guardan a -80 °C. Se recogen cepas bacterias que presentan diferente morfologia de la placa con el
objetivo de obtener la mayor diversidad de especies bifidobacterianas y cepas aisladas BMO+. Una vez las colonias
se almacenan, vuelven a extenderse en medio MRS y se caracterizan ademas por secuenciacion de ADNr 16S para
la clasificacion de especies, y al nivel de subespecie por tipificacién multilocus de secuencias (MLST).

Se tipifican las cepas aisladas de los enriquecimientos fecales por analisis de secuencias de secuencias de
ribosémicas de 16S (ADNr), y MLST [25] un método de tipificacion molecular que se ha usado para tipificar
bifidobacterias estrechamente relacionadas al nivel de subespecie. Se usa PCR para amplificar regiones
intragénicas de siete genes de mantenimiento (por ejemplo, clpC, dnaB, dnaG, dnaJl, purF, rpoC, xfp) con
cebadores de un estudio genémico comparativo de bifidobaterias [26]. Se alinean los datos de secuenciacion
resultantes para los loci usando el algoritmo CLUSTAL W, y se concatenan antes del analisis filogenético con MEGA
4.0 [27]. Se asignan secuencias alélicas como se ha descrito previamente [27]. Este andlisis genera una clasificaciéon
taxonémica al nivel de cepa y al nivel de subespecie para bifidobacterias BMO+ aisladas de los estudios de
enriguecimiento fecal.

Uso de BMO para seleccionar cepas dptimas basandose en la cinética de crecimiento

Después de la etapa de enriquecimiento fecal, se determina la cinética de crecimiento de bifidobacterias BMO+, y
aquellas cepas que consumen o6ptimamente BMO pueden ser seleccionadas por este método de cribado. Esto
puede llevarse a cabo usando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, usando un método de alto rendimiento
para medir la cinética de crecimiento de bifidobacterias HMO+, que emplea ensayos de crecimiento en placas de
microtitulacion en un entorno anaerobio [28]. Este método se usd para probar el crecimiento de B. infantis ATCC
15697 en BMO y se observé crecimiento vigoroso, sin embargo hubo un periodo de latencia significativo antes del
crecimiento activo. Asi, este ensayo puede ser Util para identificar cepas mejoradas que (a) consumen BMO a una
velocidad mas rapida y crecen a una densidad éptica mas alta y (b) se adaptan mas rapidamente al crecimiento de
BMO (es decir, menos tiempo de latencia). Entonces se analizan los datos generados por los estudios de
crecimiento para calcular la cinética de crecimiento para cada cepa y seleccionar cepas candidatas 6ptimas.

Por ejemplo, se recogen sobrenadantes al principio y final de los estudios de crecimiento de alto rendimiento, se
esterilizan por filtracion (filtro de 0,45 um) y se inactivan térmicamente (100 °C durante 5 min). Se aislan BMO por
extraccion en fase solida usando carbono grafitizado, la concentracion relativa de BMO individuales se obtiene por
EM MALDI-FTICR como se ha descrito previamente [28]. La comparacion entre los dos momentos de tiempo indica
consumo bacteriano del sustrato prebiotico. Se calculan y analizan los espectros de masas para generar los
glucoperfiles de consumo. Se tienen en cuenta los siguientes factores para guiar en la seleccién de cepas con
capacidad de consumo de BMO o6ptima: cinética de crecimiento, glucoperfil de consumo de BMO, produccién de
bacteriocinas y posicion taxonémica (es decir, dentro del clado asociado a bebés). Se considera que bifidobacterias
BMO+ que pertenecen a uno de los clados de bebés reconocidos (B. longum sbsp. infantis, B. breve, B. bifidum), y
que presentan desenlaces superiores en estos fenotipos son los candidatos preferidos en algunas realizaciones para
una formulacion simbidtica que contiene BMO y cepas probidticas relacionadas.
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Formulaciones simbioticas que contienen cepas BMO y BMO+ probioticas

Se espera que la combinacion de BMO y bifidobacterias transmitidas por bebés seleccionadas puedan sensibilizar el
establecimiento de una microbiota protectora tipica de bebés lactantes sanos. Puede administrarse un producto
simbiotico que comprende bifidobacterias BMO+ y una dosis relevante de BMO para prevenir diarrea infecciosa en
bebés de alto riesgo con funcion de GIT comprometida. Ejemplos de poblaciones de bebés de alto riesgo son bebés
prematuros e inmunodeprimidos, o bebés con un intestino corto tras cirugia para enterocolitis necrotizante, nifios con
trastornos del espectro autista. Estas poblaciones pediatricas frecuentemente padecen desequilibrios de la
microbiota GIT recurrentes que conducen a episodios diarreicos frecuentes y otras formas de molestia Gl [18]. El
tratamiento probidtico - frecuentemente empleando cultivos de lactobacilos o bifidobacterias suministrados en
alimentos lacteos - se ha asociado a desenlaces para la salud beneficiosos en una variedad de estados de
enfermedad que incluyen reduccién en diarrea [29], prevencion de enterocolitis necrotizante [30], tratamiento de
sindrome del intestino irritable [31], tratamiento de IBD y reacciones alérgicas [32]. Dada su larga historia de uso
seguro y estado de GRAS, se espera que las cepas probidticas seleccionadas para la capacidad de consumir
Optimamente BMO colonicen y persistan en el hospedador, mejorando asi su eficacia y confiriendo beneficios al
hospedador. Formulaciones de BMO vy bifidobacterias son utiles, por tanto, tratando muchos problemas de salud
gastrointestinales y basados en inmunolégicos en poblaciones humanas, pediatricas y otras mamiferas.

Uso de BMO para seleccionar bifidobacterias con capacidad de produccién antimicrobiana

Se ha demostrado que la produccion de bacteriocina es un medio por el que las bacterias probiéticas colonizan el
intestino y reducen la presencia de cepas patdgenas [33]. Las secreciones de bifidobacterias dependen de la fuente
de carbono usada para complementar los medios de crecimiento. Las composiciones de BMO pueden ser utiles para
imitar HMO e inducir la secrecion de bacteriocinas. A ese respecto, se cultivan cepas probidticas de colecciones de
cultivo o enriquecimientos fecales en BMO y los sobrenadantes se criban para actividad de bacteriocina. Por
ejemplo, puede usarse un simple ensayo de difusién de agar [34]. La actividad inhibidora de estos sobrenadantes se
criba contra Enterococcus faecalis, Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocolitica, Enterococcus faecalis, Eubacteria rectales y Salmonella enterica, y otros patdgenos entéricos
comunes.

Uso de BMO para la mejora de biomarcadores para la salud intestinal

El crecimiento de Bifidobacteria spp. en HMO produce elevada union a las células intestinales. Se espera que los
BMO, dadas sus similitudes estructurales con HMO, puedan aumentar la unién de bifidobacterias a células Caco-2.
Para probar este efecto se realizan experimentos de adhesion estandar en cepas de bifidobacterias cultivadas en
BMO, o lactosa como control, y se usa PCR en tiempo real para enumerar la unién de células microbianas/Caco-2
[35]. Ademas, se usan inserciones de cultivo Transwell para evaluar la capacidad de los microbios para afectar la
permeabilidad epitelial o translocar a través de monocapas epiteliales colénicas [36].

Esta bien establecido que las células epiteliales intestinales tienen receptores intracelulares y de la superficie celular
que reconocen e inician la sefalizacion celular en respuesta a la presencia de bacterias comensales y/o productos
bacterianos [37]. Se ha mostrado que varias especies probidticas promueven la funciéon de union hermética de la
barrera después de la rotura inducida por cualquier E. coli enteropatdgena, dafio quimicamente inducido (es decir,
colitis inducida por TNBS, un modelo de roedor comun de enfermedad inflamatoria del intestino) y también dafio
inducido por citocinas. Para evaluar los efectos de los probiéticos cultivados en BMO sobre la resistencia de
monocapas, se miden las células para resistencia eléctrica transepitelial. Por ejemplo, se montan células en
camaras de microelectrodos de oro de ocho pocillos para la medicion de la resistencia eléctrica transepitelial (TER)
usando un sistema de deteccion de impedancia eléctrica célula-sustrato (ECIS) en tiempo real (Applied BioPhysics,
Troy, NY). Para determinar si los probidticos cultivados en BMO son eficaces en prevenir la rotura de monocapa por
IFN-y o TNF-qa, se preincuban monocapas durante 2 h con la bacteria, seguido de la adicion de o bien IFN-y
(10 ng/ml) o TNF-a (10 ng/ml) a la camara serosal. Ademas, para acceder a la funcion de MAPK, se afiade el
inhibidor de ERK PD-98059 (25 uM) a la superficie apical 15 min antes de la incubacién con probiéticos cultivados
en BMO. La resistencia se medira con un voltimetro tras 24 h de incubacion. Las mediciones se expresaran como
ohmios por centimetro cuadrado.

Se usa RT-PCR en tiempo real para evaluar los niveles de citocinas de ARNm para IL-4, IL-1B3 IL-6, TNF-qa, IL-10 e
INF-y en células Caco-2 incubadas con probiéticos incubados en BMO en los periodos de recogida especificos. Se
aisla ARN total de raspaduras de células Caco-2 y se usa para generar ADNc usando cebadores al azar. Se
evaluara el nivel de citocinas relativo en reacciones individuales usando cebadores especificos de gen y sondas
marcadas dobles como se ha descrito previamente [36,38]. Se mediran indicadores de inflamacién IL-6 e IL-1B
usando cebadores segun Newborg et al. [4].

Uso de BMO para potenciar la colonizacién intestinal y persistencia de probiéticos
Se formulan varios niveles de BMO diferentes en la dieta de pienso de raton estédndar con lactosa y pienso que no

contiene azucar de la leche afiadida como piensos de control. Se puntla la colonizacion/persistencia de B. infantis
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en el intestino de ratén por examen de ADN fecal usando PCR cuantitativa especifica de cepa, seguido de cuatro
semanas. Se examina el impacto de B. infantiss/MO sobre la microbiota intestinal de ratdon completa por Q-PCR
especifica de B. infantis ATCC15697 y pirosecuenciacion de la region V1-V3 amplificada de los genes de 16S ADNr
obtenidos de ADN fecal.

Uso de BMO para desviar la infeccién por Salmonella typhimurium

Modelos de raton de salmonelosis aguda (BALB/c, ratones Nramp1l-/-) y crénica (129X1/Svd, ratones Nrampl +/+)
proporcionan una via ideal para probar la capacidad de BMO para promover la proteccion y/o eliminacion de
infeccion. Estos modelos de infeccion se usan para evaluar si ratones alimentados con BMO con o sin B. infantis son
mas resistentes a la infeccién oral por S. typhimurium. Se evalla la colonizacidon bacteriana de los tejidos
gastrointestinales tras la infeccién oral por PCR en tiempo real. Para el modelo crénico de salmonelosis, se evalua la
administracion de BMO con o sin B. infantis para evaluar si esta complementacion promueve la eliminacién de
patégenos o reduce la inflamacion intestinal. Se evaltan la cuantificacion de carga de patégenos en tejidos por PCR
en tiempo real, evaluaciones histolégicas de los tejidos infectados proporcionan informacién sobre la patologia y
progresion de la infeccion, y se usa perfilado de quimiocinas/citocinas para medir la respuesta inmunolégica del
hospedador.

Uso de BMO para prevenir y tratar trastornos del espectro autista (TEA)

Se ha propuesto recientemente que una disbiosis en la microbiota intestinal podria influir en la capacidad del
hospedador para procesar xenobidticos intestinales y urinales con una posible funcién en el desarrollo temprano del
cerebro y trastornos del autismo [39]. Los nifios con TEA son deficientes en su capacidad de desintoxicacion, y la
sulfoconjugacién de aminas fendlicas derivadas de la dieta, que pueden atravesar la barrera hematoencefalica,
afecta negativamente la funcion de neurotransmisores y el sistema nervioso central [40]. Se sabe que la microbiota
hospedadora metaboliza las aminas fendlicas derivadas de proteina, tales como fenilalanina y tirosina, para formar
los metabolitos urinarios fenilacetilglutamina, sulfato de 4-cresol. Otros metabolitos urinarios como taurina, hipurato,
acido N-metilnicotinico, N-metilnicotinamida estan alterados en nifios con TEA [39], y pueden usarse como
biomarcadores para medir la eficacia de la terapia basada en BMO para prevenir y tratar TEA.

En comparacion con sus hermanos no autistas, el microbioma fecal de nifios con TEA contiene elevada diversidad
de Clostridia spp. reductoras de sulfato y cifras mas altas de células del grupo de Clostridium histolyticum [41, 42].
Altos niveles de Clostridia spp. podrian, por tanto, tensar mas la sulfoconjugacion ya comprometida y capacidad de
desintoxicacion de nifios con TEA, y el exceso de toxinas podria afectar negativamente el sistema nervioso central.

En algunas realizaciones, se usan las composiciones que comprenden los BMO descritos en el presente documento
para desplazar y disminuir los niveles de poblaciones colénicas de Clostridia spp. en nifios con TEA por BMO y
complementacién de Bifidobacteria spp. Puede lograrse la presencia de Clostridia spp. que disminuye la poblacién
de Clostridia spp. en nifios con TEA administrando una cepa de BMO + Bifidobacterium spp. con alta capacidad de
persistencia col6nica con el tiempo.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende un oligosacarido purificado de leche o producto de leche bovina, de cabra,
oveja, bufalo, u otro mamifero no humano domesticado, en la que el oligosacarido esta seleccionado del grupo que
consiste en:

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de fucosa (Fuc);
un oligosacarido que consiste en 4 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;

un oligosacarido que consiste en 5 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;

un oligosacarido que consiste en 4 restos de Hex, 5 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc; y

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex, 6 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc.

2. La composicion de la reivindicacion 1, que comprende al menos dos oligosacaridos seleccionados del grupo que
consiste en:

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de fucosa (Fuc);
un oligosacarido que consiste en 4 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex, 5 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;

un oligosacarido que consiste en 5 restos de Hex, 4 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;

un oligosacarido que consiste en 4 restos de Hex, 5 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex, 6 restos de HexNAc y 1 resto de Fuc;

un oligosacarido que consiste en 3 restos de hexosa (Hex) y 6 restos de N-acetil hexosamina (HexNAc),
un oligosacérido que consiste en 4 restos de Hex y 3 restos de HexNAc;

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex y 4 restos de HexNAc;

un oligosacarido que consiste en 6 restos de Hex y 2 restos de HexNAgc;

un oligosacarido que consiste en 4 restos de Hex y 4 restos de HexNAgc;

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex y 5 restos de HexNAc;

un oligosacarido que consiste en 5 restos de Hex y 4 restos de HexNAc;

un oligosacarido que consiste en 4 restos de Hex y 5 restos de HexNAc; y

un oligosacarido que consiste en 3 restos de Hex y 6 restos de HexNAc.

3. La composicién de la reivindicaciéon 1, en la que el oligosacérido se ha purificado de leche bovina o un producto
de leche bovina.

4. La composicion de la reivindicacion 1, que comprende ademas un indculo de una bacteria, hongo o levadura.
5. La composicion de la reivindicacion 4, en la que la bacteria es una especie de Bifidobacteria.

6. La composicion de la reivindicacion 5, en la que la bacteria esta seleccionada de Bifidobacterium longum subsp.
infantis, B. breve y B. bifidum.

7. Un método de obtencioén del oligosacarido de la reivindicacion 1, comprendiendo el método:

purificar oligosacaridos de leche bovina o un producto de leche bovina, en el que la purificacién comprende inactivar
enzimas degradadoras de fucosa, acido sialico, N-acetilglucosamina, lacto-N-biosa, glucosa y galactosa en leche y/o
separar las enzimas de oligosacaridos en la leche, obteniéndose asi oligosacéridos.

8. Un método de obtencion del oligosacarido de la reivindicacion 1, que comprende purificar el oligosacarido de
leche bovina.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que la purificacion comprende separar enzimas degradadoras de fucosa,
acido sialico, N-acetilglucosamina, lacto-N-biosa, glucosa y galactosa en leche del oligosacarido.

10. Un método de modificacion del oligosacarido purificado de la reivindicacion 1, que comprende poner en contacto
el oligosacarido purificado con al menos una enzima modificadora, afiadiendo o eliminando asi uno o mas restos
quimicos del oligosacarido purificado, generandose asi un oligosacarido modificado.

11. El método de la reivindicacion 10, en el que la enzima modificadora esta seleccionada del grupo que consiste en
una fucosidasa, fucosiltransferasa, sialidasa, sialiltransferasa, una glucosidasa y una glucosiltransferasa.

12. La composicién de la reivindicacion 1 para su uso en un método de tratamiento de una afeccién en un individuo,
en la que la afeccién esta seleccionada de

diarrea;

enterocolitis necrotizante;

sindrome del intestino irritable;

reaccion alérgica;

trastorno del espectro autista (TEA); y
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presencia de especies Enterococcus faecalis, Clostridium difficile y Salmonella enterica, Salmonella typhimurium,
Vibrio cholerae, E. coli O157:H7, Clostridium perfringens, Vibrio cholerae, Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocolitica, Enterococcus faecalis, Eubacteria rectales o Shigella en el individuo.

13. La composicion para su uso segun la reivindicacion 12, en la que el oligosacarido

estimula selectivamente la produccion de una secrecion bifidobacteriana que modula la salud intestinal en el
individuo;

mejora al menos un biomarcador de la salud intestinal en el individuo; o

aumenta la colonizacion intestinal y persistencia de bacterias probioticas en el individuo.

20



ES 2 680 920 T3

0081

0031

00k}

I OId
ebien/esel
00zl 0001 008 009

_>__..»_____._._.._...___..__.._._‘_.___.._“._____._._.._._.._.___.____.___..|o

2064 0oy

1681

628l

1921

608l

GhLl

boLk

€991

2wl

B6¥L

| ‘soplleg

OAIJISOd :OPO

i _ _— e ._ obl) __..l .—I_._u — v .—1# [Py _ Y ”
Ll [ lagg) P [
20! B -0l

2504 9 28 T

) qo  o78[a0e 99 L0z

861 162

0eL X

85 ¥
153}  op

9 _ -
560, 06

001
SUBJ)' /8690000 IQTVIN :0AIYDIY
|QTVYWSayH 08dguo)

21



DO (600 nm)

ES 2 680 920 T3

1,2 Consumo de BMO
1.0 4
--=-= B. infantis J
98T — perfringens '."
0,6 - :'
0,4 il r'
¥
0,2 ] ‘:
‘L.M—?i.———‘ — o
00

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tiempo (h)

FIG. 2

22



ES 2 680 920 T3

FIG. 3A
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FIG. 3B
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